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論文内容の要旨
背景・目的
私達の脳には何億もの神経細胞が集まり、それらが互いに情報処理を行うことで多様な
行動パターンを作り出していると考えられている。生き物の生存に欠かせない“敵から逃
げる"という動作には外からの刺激を感知し、それらの情報を統合させ適切な方向へ運動
を開始させる、という脳のはたらきの基本系が集約されている。魚類に見られる逃避行動
は感覚神経への刺激入力が介在神経を経て運動神経へ伝わり反対側体幹の筋肉を収縮させ
る、という単純な回路により説明されるが、実際に硬骨魚類(成魚)で観察される逃避行動
では音や水圧の方向を認識して体幹の屈曲角度を変え、適切な方向へ逃避するという、高
度な情報処理の存在が示されている。このような刺激の位置に対応した屈曲角の制御には
後脳の介在神経である網様体脊髄路 (RS)ニューロンが関与すると考えられているが、成魚
の神経回路は複雑で刺激位置に対応した逃避行動がどのように生み出されるかは不明な点
が多い。
ゼブラフィッシュの初期脹は短時間の聞に運動能を獲得し、成魚によく似た逃避行動を
示すことが知られている。そこで、本研究では、逃避行動の神経機能を獲得した直後の発
達期のゼブラフィッシュの神経回路が、体表知覚の位置情報に対応した逃避行動パターン
を引き起こすことができるか否かをオプトジェネティクスを用いて検証する。幼生ゼブラ
フイツシュの胴体部の機械刺激を認識する知覚神経 Rohon-Beard ニューロンの感覚受容
野のうち、前方・中間部・後方からの刺激に対する逃避行動の応答性を解析することによ
って、単純な細胞構成からなるこのモデル神経回路の有用性を明らかにすることが、本研
究の目的である。
実験方法
Rohon -Beard ニューロンにおいて Gal4 を発現することが報告されている SAGFF36B
系統 (Asakawa et a l.， 2008) と本研究で作製した UAS:ChRWR-EGFP 系統 (Umeda et 
a l.， 2012) を交配し、このニューロンに ChRWR-EGFP を発現する個体を作製した。
トランスジェニック肢の刺激位置による応答の違いを検証するため、 Rohon-Beard ニュ
ーロンが知覚受容を担う胴体部へ光刺激を行った。ゼブラフィッシュ幼生の体節 4 ・ 8 番、
12-16 番、 19 ・ 23 番に位置する Rohon-Beard ニューロン、およびその受容野をそれぞれ胴
体前部・中部・後部と定義してそれぞれの領域に光刺激を行った。次に単一細胞レベルで
の応答を検証するため上記の前・中・後部領域に存在する単一 ChRWR 陽性ニューロンへ
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光刺激を行った。刺激に対する応答は、逃避方向を定める最も大きな要素である最初に体
幹部を C の字型に屈曲する際の最大到達角度・屈曲速度を計測することによって解析した。
また、刺激に対する個々のニューロンの関値の違いが行動ノミターンを規定する可能性を考
慮してそれぞれの領域での光強度に対する反応関値を計測した。
結果
個体胴体部への領域刺激の結果、屈曲角は前から順に 82.15 士 2.95 0 ， 66.67 士
2.890 ， 54 .4 4 ::t 2.94 0 と前部ほど大きな屈曲、後部ほど小さな屈曲を計測した。また、屈
曲速度は前から順に 2.62 ::t0.090 ， 2.26 土 0.06 0 ,2.00 ::t 0.11 0 /ms となり前部ほど速く、後
部ほど遅い屈曲運動が起きることが明らかになった。また逃避反応は単一の知覚ニューロ
ンの細胞刺激によって引き起こすことが可能であり、その際の屈曲角は前から順に 76.80
:t 1.600 ， 60 .4 8 土1. 61 0 ， 52.94 ::t 2.23 0 、屈曲速度は 2.18 ::t 0.080 ,1. 77:t 0.060 ,1. 63 ::t 
0.080 /ms となり、領域刺激時と同様に、前部ほど大きく速く、後方ほど小さく遅い屈曲
運動が起きる傾向が認められた。一方、領域・単一細胞刺激いずれにおいても個々のニュ
ーロンの反応闘値に有意差は認められなかった。
本研究で作製した SAGFF36B;UAS: ChRWR-EG FP 脹は Rohon-Beard ニューロン以外に
も、逃避行動に特に重要な介在ニューロンとして知られる第 4(Mauthner) ・第 5(Mid2) ・
第 6(Mid3)後脳分節領域(以下 R4 ， R5 ， R6 領域とする)において ChRWR の発現が認められた。
そこで、これらの領域にそれぞれ光刺激を行い、屈曲角・速度を計測することで逃避行動
時における各ニューロンの役割を推測した。その結果、屈曲角は R4 領域 (Mauthner) 、 R5
領域 (Mid2) 、 R6 領域 (Mid3)でそれぞれ 6 1. 00 ::t 3.140 ,74 .44 ::t 2.94 0 ， 58.57 ::t 4.59 0 となり
R5 領域 (Mid2)への刺激が大きな屈曲を引き起こした。また、角速度はそれぞれ1.81 士
0.100 ， 2.03 土 0.10 0 ,1. 68 ::t 0.18 0 /ms となり有意差は認められ・なかった。
考察
本研究により、ゼブラフィッシュ幼生においても成魚で逃避方向が制御される場合と同
様に、刺激位置に対応して異なる大きさの屈曲反応が引き起こされることが示唆された。
このときの刺激位置の情報は前後軸に沿って縦列する個々の Rohon-Beard ニューロンに
よって認識されており、その中枢枝は体幹筋の屈曲を指令する網様体脊髄路(RS)ニューロ
ンの近傍まで伸長する。さらに RS ニューロンについては、それぞれ異なる後脳分節に位
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置する Mau thner . Mid2 . Mid3 ニューロンが、異なる大きさの屈曲反応を引き起こすこ
とが示唆された。
以上のことから硬骨魚類成魚の逃避行動研究で提唱されている作業モデルがゼブラフ
イツシュ幼生にも適応可能であり、複数の RS ニューロンの発火パターンの組み合わせに
よって、屈曲角の大きさ・屈曲の速さが制御されると考えられる。知覚神経 Rohon-Beard 
ニューロンの神経活動が、どのように RS ニューロン群において統合されるのかを研究す
ることにより、位置情報がどのようにして屈曲反応の大きさに変換されるか、という問題
の解明が展望される。
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論文審査結果の要旨
魚類に見られる逃避行動は感覚神経への刺激入力が介在神経を経て運動神経へ伝わり反対側体幹
の筋肉を収縮させる、としづ単純な回路により説明されるが、実際に硬骨魚類(成魚)で観察され
る逃避行動では音や水圧の方向を認識して体幹の屈曲角度を変え、適切な方向へ逃避するとい
う、高度な情報処理の存在が示されている。このような刺激の位置に対応した屈曲角の制御には
後脳の介在神経である網様体脊髄路 (RS) ニューロンが関与すると考えられているが、成魚の神経
回路は複雑で刺激位置に対応した逃避行動がどのように生み出されるかは不明な点が多い。ゼブ
ラフィッシュの初期怪は短時間の聞に運動能を獲得し、成魚によく似た逃避行動を示すことが知
られている。そこで、本研究では、逃避行動の神経機能を獲得した直後の発達期のゼブラフイツ
シュの神経回路が、体表知覚の位置情報に対応した逃避行動ノミターンを引き起こすことができる
か否かを光遺伝学的に検証した。幼生ゼブラフィッシュの胴体部の機械刺激を認識する知覚神経
Rohon-Beard (RB) ニューロンの感覚受容野のうち、前方・中間部・後方からの刺激に対する逃避
行動の応答性を解析することによって、単純な細胞構成からなるこのモテ、ル神経回路の有用性を
明らかにすることが、本研究の目的である。光遺伝学は、クラミドモナス由来の光受容体チャネ
ルロドプシン 2 などの光感受性機能タンパク質を in vivo, in vitro の細胞に遺伝子導入し、細
胞機能を光で操作することにより、生体におけるその細胞の機能を解析する手法である。論文提
出者は、基礎論文において、チャネルロドフ。シン誘導体の一つチャネルロドプシン・ワイドレシ
ーバー (ChRWR) を UAS プロモーターの制御下に発現するトランスジェニックゼブラフイッシュを作
製し、川上浩一研究室(遺伝学研究所)において作製された Ga14 ラインと交配することにより、
RB ニューロン特異的に ChRWR を発現するゼブラフィッシュを得たことを報告している。本研究
は、このゼブラフィッシュを用いて、 RB ニューロンを部位特異的に光刺激し、逃避行動を解析し
たものである。その結果、ゼブラフィッシュ幼生においても成魚で逃避方向が制御される場合と
同様に、刺激位置に対応して異なる大きさの屈曲反応が引き起こされることが示唆された。本研
究は、ゼブラフィッシュをモデ、ルにした脊椎動物ニューロンの機能構築を解明する研究の先駆け
として、特筆すべきものである。論文提出者の作製した UAS: :ChRWR ゼブラフィッシュは類似の研
究に広く活用されることが期待され、国内外の主要な研究室で使われ始めている。したがって，
梅田桂子提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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